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PATENTE
DE
INVENOCION

por "UN PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR IRI~P-TOLUENSULFONATO
DE S-ADm\TOSJI.-Ir-‘ME’.EIONﬂ\TA" s a favor de la firme italiana
ERREKAPPA EHROTERAPIGI S.A S., residente en Via Marcona 37,
MILANO (Itelia).

MEMORIA IESCRIPTIVA

Este invento se refiere & una nueva sal enzimdtica,.
al procedimiento para su preparacidén y a las composiciones
terapéuticas que le contienen., Ias comecretemente, este inven-
t0 se refiere &2 uwna nueve sal extremadamente estable de

5. S-Adenosil-I-Metionina (SAM), & un procedimiento que hace
posible su preparacién de forma sencilla y econbmica a esca.
la industrial y a las composiciones farmacéuticas que la con-
tienen como el principio activo, para utilizarse en numero-
808 campos de la terapéutica humana.

10, El SAM es un producto notablemente de origen natu-
ral, que Se encuentra en todos 1os organismos vivientes dog-
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de las bacterias a las plentas y desde los organismos morooce-
lulares & los mamiferos superiorves incluyendo el hombre, ot
ya estructura se conoce desde hace algin tiempo y viene iden-
tificade por la férmula siguientet

NH2

|
AN qj le'H3 IIVHQ
CH. ICH. ?H- ¢i-CH _~-S-CH_~CH_-CH-C00H

p )
OH OH + X
——.....o--—-:

en la que
X es un anidn genérico.

En los organismos vivos el SAM se forma por la in-
tervencidn de enzimes (S-adenosilmetioninsintetasis o S-ade-
nosiltransferasis) en el dmbito citoplasmdtico & partir de me-
tionina asociada con los nutrimentos o & partir del ATP pre-
sente como reserve de energla en cada célula viviente.

Se sabe también, desde hace cierto tiempo que el
SAM es un producto de importancia fundamental en wn gran néG-
mero de reacciones bioldgicas de transmetilacibn enzimdtioa,
por cuyo motivo siempre se ha considerado wn resctivo my ime
portante en biogquimica.

Sin embargo, el mayor problema con este substancia
he surgido siempre debido 2 su extrema inestabilidaed a la tem~
peratura ambiente o0 2 temperaturas superiores a ésta.

B los ltimos afios le investigacién dirigida hacia
la estabilizacién del SAM con el fin de hacer posible su uti-
lizacién en el campo de la investigacibn biolégica se ha pro-
yectado hacla la preparacifn de sales que resulten estables
en condiciones de temperatura y humedad normales,
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En este sentido se obtuvo el cloruro y el sulfato
de SAM que se utilizan Ynicamente como reactivos en bloguf-
mica durante cortos periodos‘de tiempo debido & que, aln en
estado seco, es limltada su estabilided y sus procedimlentos
de preperacién ten solo pueden utilizerse para la produccién
en pequefia cantidad y, ciertaﬁante, no pueden utilizarse pa-
ra la produccidn a escale industiial,

dhora se ha descublerto, de forma totalmente inese
DPerade, una nueva sal de SAM que tiens estabilidad indefini~
da con el transourso de tiempo y 2 la temperatura ambiente,
gue puede prepararse de forma industrial con rendimientos ale-
vados y de forma econbmica y que, sorprendentemente ha demos-
tredo poseer gran poder curativo en muchos campos de la te-
rapéutica humena, frecuentemente sin relacién entre si.

La nueve sal, segfn el presente invento, es una sal
de SAM con dcido p-toluensulfénico, que tiene le férmula
SAM%CH C.H'SO ";2CH306H4SOBH ¥y que en lo sucesivo, con el fin

3767473 .
de abreviar, se le denominard SAM;021H23S309.

El elevado grado de progreso técnico puede apre-
ciarse en la tabla que sigue,; la cual compara la estabilidad
con el tiempo, a 252C, en estado seco, de dos de las sales
mes estables de SAM haste ahora conocidas, ¢ Sea el cloruro
y el sulfato, y el nuevo triparatoluensulfonato. Ias cifras
hacen referencia al porcdntaje de residuo de SAM despuéds del

tlempo indicado:

TABLA 1
Anién 30 4 180 g 360 4 540 4
Cloruro 65 - - -
Sulfato gL.7 61.0 - -

Tri-p-toluansulfo~
neto 98.5 92.2 84.2 80,1
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El procédimiento para la preparacién de la nueva

sal, segin el invento, comprende esencialmente las etapas

siguientes:

a)

b)

c)

d)

e)

£)

g)

el tratamiento de levadura (Saccharomyces Cerevisiae,
Torulopsis utilis, Candida utilis, ete.) enriquecida
con SAM por la adicibn de metionina, bajo condiciones
apropiadas (Schlenk, Enzymologia 29, 283 (1965)),

con acetato etilico o metflico a la temperatura del
ambiente, con el fin de producir la lisis de las
¢élulas y producir la disolucifn al 100% del SAM pre-

sente.

la absorcibén de la solucidn acuosa filtrade en una
columna de resina catibdnica débil en forms dcida.

la eliminacibn de las impurezaes por lavado con agua
¥ luego con 25 milimoles de dcido acético.

1la elucibdn selectiva del SAM con una solucién acuosa
de dcido p-toluensulfénico.

la neutralizacidén del dcido p-toluensulfénico en

exceso por fratamiento con una resina enidnica dé.
bil o fuerte (forms OH ) hasta que se obtiens wne re-
lacibn molar de dcido p-toluensulfbénico: SAM compren-
dida entre 3 y 10, de preferencia 6, aproximadamente.

la concentracién, bajo vaclo y a le temperatura ambien-
te, 0 la liofilizacién de la solucidén hesta que se 0b-
tiene wn volumen final comprendido entre 2 y 4 veine
teavos del volumen inicial, de preferencia de 3/20,
aproximadanente.

la adicibn al concentrado de un disolvente orgdnico
miscible en agua (por ejemplo, etilo, propilo, isow
propilo, alcohol, acetona, metiletilcetona, ete.) lo

que produce la precipitacifin de la sal SAM. 021H23s309,
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en estado prdcticamente puro.

- Ia otapa (a) del procedimiento segiin ol invento Se
efectla utilizando wna cantidad de acetona compren-
dide entre 1/20 y 1/5, de preferencia 1/10, del peso

5. de las células himedes, y se prolonga durante un tiem
p0 comprendido entre 30 minutos y 2 hores, de prefe-

rencia 1 hora.

Debe hacerse constar que la lisis de las células
de levadura efectusda con disolventes orgdnicos es mucho mas
apropiada en el procedimiento del presente invento que la
que Se lleva a cabo normalmente con decido perclérico, deido
férmico o dcido acético y similares a 609C, debido a que no
preclsa elevaedas temperaturas, las cuales tienen wm efecto
negativo sobre la estabilidad del SAM, especialmente bajo las
condiciones del pH originadas por la presencie de los doidos
de lisis. Ademds, la aunsencia de 4cidos fuertes en la solu- _
clén posibilite el empleo, en la etapa siguiente, de una revi.
ne catibnica débil con volumen reducido y hace posible el em-

10.

15.

plec de equipo normal sin que exista pellgro de corrosién.

20, Por Altimo, las desnaturalizacién de las proteinas
efectuada con el disolvente orgdnico hace qus sean mas fdeil-
mente filtrables los residuos celulares.

- Ia etape (b) del procedimiento se lleve & cabo, de Pro-
ferencia, ubtilizendo une columna de resina catibnica dé
25, bil, +al como IRC-50, forma HY.

- Ia wtapa (d) puede llevarse a cabo utilizando solucio-
nes de concehtraciones haste 1 molar de dcido p-toluen~
sulfénico en agua.

Esto ofrece une gran ventaja en la etepa subsiguien

30 te de concentracidn de la solucidn.

- Para neutralizar el exceso de £cido p-toluensulfénico
en la etapa (b), han probado ser particularmente efica-
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ces las reginas Amberlite IRA 900 o Amberlite IR 45.

Ia relacibén final de dcido p-toluensulfénico: SAM
Se hal encontrado que resulta critice con respecto a la forma-
¢ién de las mejores condiciones puesto que en la etapa subgl«
guiente de precipitacién del p-toluensulfonato de SAM todas
les sales ocatifnicas inorgénicas permsnecen en solucibn junto
con las pequefias.cantidedes de impurezas que pueden estar pre-
sentes, mientras que existe una precipitacidn cuantitetive de
la sal, El procedimiento para preparar SAM.G21H238309, segln
el presente invento, Se ha descrito haste ahora en su realiza-
cién preferida, la cual ha dado los mejores resultados induvs-
triales.

4 continuacién se citen algunas modificaciones que
8e han experimentado con hushos resultados, mientras que otras
resultardn evidentes para los expertos en el arte.

En principib resulta obvio que el tri-p-toluensul-
fonato de SAM puede ser precipitado por cualquier solucifn
acuosa que contenga SAM. Esta puede ser, por gjemplo, una So-
lucién que se origine a partir de las sintesis enzimdtica o
de la sintesis quimica de SAM, o una solucibn acuosa de una
de sus sales solubles. Sin embargo en cada caso se obtiene wn
producto menos puro con wn rendimiento inferior.

Una modificacién ulterior del procedimiento consis-
te en eluir el SAM adsorbido en la resina catibnica débil con
wa soluclén acuosa de dcido elorhidrico o de'écido sulftrico
en lugar de ubtilizar directamente el decido p-toluensulfénico.

Los aniones del ecloruro y del sulfato pueden elimi-
narse del eluato, en forma apropiada, por ejemplo con wne re-
sine anidnica, adiciondndose wna cantidad calculada de dcido
p-toluensulfénico en idéntica proporcién a la descrita para_
le precipitecibn directa y luego precipitendo el tri-p-toluen~
sulfonato.
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De forma alternativa, puede precipitarse un cloru=-
ro o sulfato de SAM & partir de eluatos después de eliminar
parcialmente el exceso de dcido, ya sea por evaporacidn o por
tratamisnto con wne base apropiada, EL sulfato o cloruro asi
precipitado se redisuelve en agua, y despubs de la eliminacién
del anifn y de la adicidén de dcido p-toluensulfénico en la
proporeién antes indicada, se precipita el tri-p-toluensul-

fonato.

Pars la eluacién de SAM pueden utilizarse de modo
andlogo, otros dcidos fuertes, sin que ello aporte no obstan-

te, ventaja alguna particular,

En los ojemplog que siguen se ilustra el método
pera preparar la nueva sal segin el invento, utilizando el né-
todo preferido y clertas modificaciones, entendiéndose ques
estos ejemplos son dniceamente llustrativos y no implican 1li-
mitacidn del invento,

I BPLO 1,

Se adiclonan, a la temperatura amblente, 9 litros
de acetato de etilo a 90 kg de levadura enriquecids con SAM
(5:5 &/kg) segin Schlenk (Enzymologle 25, 283 (1965).

Después de agitacién enbrgica durante 1 hora se di-
luye la masa con 40 kg de agua; bsta se filira y sa lava ob-
teniéndose 140 litros de solucién que contiene 3,55 g/1 de
SAM, igusl al 99,5% del presente en el material de partida,
Se absorben 14 litros de esta solucidén en 1 litro de resina
Amberlite IRC 50, forma H*, y luego se eluyen de forma suce-
siva cons a) agua; b) dcido acético 0,025N; c¢) con wna solu-
cién 1 molar de 4dcido p-toluensulfénico. Ias fracciones ricas
en SAM prédcticamente puro (determinado por cromatografia de )
capa delgada segun dnal, piochim. 4, 16-28 (1971) ) son igua-
les, en general, a 1,8 litros y contienen 85% del producto .
alimentado en. la columna, Se treta esta soluecibn con 1,7 1li-
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tros de resina Amberlite IRA 900, forma OH . Despuds de fil-
trar y lavar la resine con agua; se obtiene una solucibn que
contiene 2,2% de deido p-toluensulfénico y 0,85% de SAM, Se
concentra la solucidn a la temperatura ambiente y bajo vaclo,
5. hasta 600 cc, ¥y luego se le adiciona acetona, Se precipita
wea sal microcristaline, pulverulenta y blanca, que e inow
dora, higroscépica y muy soluble en agua (mes del 25%) ocon
la formacibn de una solucién incolora., Ia sal no es muy so-
luble en metanol o etanol ¥ es insoluble en acetona, metile-
10. tilcetona, cloroformo, alcoholes superiores y benceno.

. El andlisis de la sal ofrece los resultados siguien
tess
C= 46,%; N= 5,3%; N= 9,2, S = 13,86
~ Para 036H N6O14 4(peso molecular = 915,1) los
15. resultadog‘calculados sons
-~ C= 41,20%; H= 5,15%; N = 9,18%; S = 14,006

Ademds: d0ido p~toluensulfénico= 55,8%

. SAM = 42,5%

Calenlado:  dcide p-toluensulfénico= 56, 4%

20. sa = 43,6

Pérdida de peso por secado durante 12 horas a la tempera-
ture ambiente bajo vacio en P205 t 1,5-2%% Humedad deter-
minada segin K. Fischer: 1,5-2% El espectro por rayos ul-
travioletae de los nuevos compuestos muestra una absoreidn
25, méxime a 256 mm. E 15.600 (en dcido sulfidrico 6N); a 260

milimicras, E= 16.300 (a pH 7).

Todos estos datos se ajusten a un compuesto de
la férmulae

CH. NH
3 2
og-ga- - CH-CH -S»—CHZ—CE-I .-coo;x. m{3-06114—so3n
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El nuevo compuesto se ha identificedo ademds con
el método enzimdtico Tasado en le metilacién enzimdtica de
la nicotinamide o el dcido acético de guenidina con SAM (G.IL.
Cantoni, J. Biol. Chem. 189, 745 (1951); ibid. 204, 403 (1953);
5  G. De Ia Hobm, G.A. Jamieson, S.H, Mudd, H.E, Richards, J.4.

.S, 81, 3975 (1959) ).
B BP0 2,

Se tratan como en el ejemplo 1,9 kg de levadura y,
después de la lisis de las cédlulas se obtienen 13,8 litros de
solucién conteniendo 3,60 g/1 de SAM, igual al 99% del pre-
sente en el material tratado, Esta solucién se absorbe en 1
litro de resina IRC 50, forma H , y se eluye con agua, dcido
acético 0,025N y una solucién de HCL 4N, Ias fracciones rices
en SAM puro, examinadas como en el ejemplo 1, corresponden &
0,8 1, y contienen 87% del producto alimentado en le columa,

10,

15.
Este se evapora hasta sequedad & 402 bajo vaclo,
Se adiciona agua hasta que se obtiene wna solucibn
de SAM al 5%, manteniendo la solucibn a 09C, y se adiciona
resine Dowex 50, forma OH , heste que una muestra de 18 S0lue

20 cién indica la ausencia de oloruros.

Se separa le resina por filtracidn, se adicionan
110 g de dcldo p-toluensulfénico y se concentra hasta 600 ce.
Se adiciona alcohol metilico hasta que se completa la preci-
pitacién, Despuds de la filtrecién y secado se obiiene el
tri-p~toluensulfonato de SAM, que tlene las mismas caracte-
risticas que el obtenido en sl ejemplo 1.

BP0 3.
Se absorben en 1 litro de resina Amberlite IRC 50,
forma H%, 13,8 litros de solucién de SAM obtenida después
de la lisis de las célulaes de levadura tal como se ha descri-
t0 en el ejemplo 2 (3,60 g/1 dé SAM), ¥y se eluye 2 continua-
cién con aguva dcido acético 0,025 M y por dltimo con deido

25,

30.
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sulfirico 1 W,

Se traten las fracciones enriquecidas con SAN (1,8
litros, 86% del producto alimentado en le columna) con uwna
suspensién de Ba(dH)2 a 09C hasta que Se eliminan por comple-
to los sulfatos,

Despuds de filtrar y lavar el sulfato dé bario, se
adicionan 108 g de 4cido p~toluensulfénico y se prosigue como
en el ejemplo 2, obteniéndose wn tri-p-toluensulfonato de SAM
con las mismas caracteristicas que el producto obbtenido en
el sjemplo 1.

E EMPIO 4,

Se absorben en una columa de resina 13,8 litros de
solucién conteniendo 43,3 g de SAM y se eluye como en el ejem
plo 2 con HCL acuoso. Se evaporan las fracciones enriquecidas
con SAM a 409, bajo vacio, hasta sequedad.

Se adiclona agua para obtener wma solucibén de clorue.
ro de SAM al 10% que se precipite por la adicibn de acetona,
le sal ssl obtenide muestre, con el andlisis, las caracteris.
ticas siguientest

Cloruros 16, 86%
sAM 78, 85%

Se disuelven 10 g de esta sal en 200 cc de egue y
8¢ eliminan los cloruros & 02 con resina Dowex 50, forma O,
Se adicionan a la solucifn 19,7 g de deido p-toluensulfénico,
se concentre la mezecle & 80 cc bajo vacio & 402 y se adicio-
na acetona para precipitar el tri-p-toluessulfonato de SAM
que tiene las mismas caracteristicas que el preparado segin
el ejemplo 1.

EJ BMPIO 5.

Se absorben en une columna de resina IRC 50 Amben-
lite, forma H* 13,8 litros de solucibn conteniendo 3,60 g/
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de SAM obtenido oomo se desctvibe en el ejemplo 3. Ias f:r‘ao..

egiones ricas en SAM se tra-ban con Ba003 hasta que la concen.
tracidn molar de 1os su.lfa'bos es igual a la de SAM, Se fil.

tra la solugidn ¥ se concentra el filtredo hasta 500 ce. Cop
acetong se ﬁrecipita we. sal que tlene, con el andlisis, las
caracteristicas siguientes:

Sulfatos 28,2%
SAM 58 , 9%
H,0 . 5%

Se disuelven 10 g de la sal agl obtenida en 120 oo
de agua y se trata la soluecldn con resine Admberlite IRA 900,
forma OH-, hasta que se elimina el 16n de sulfato. Después
de le filtracidn de la resine se adiocionan 14,7 g de 4cido
p-toluensulfénico, se concentra la mezcla hasta 60 cc y se
utiliza acetona para precipitar un p-toluensulfonato de SiM

que tiene las mismes caracteristicas que las obtenidas en ol
ejemplo 1,

EIRMPIO 6,

Se disuelve 1 g de yoduro de SAM (600 mg de SAM)
en 10 cc de agua y se trate con resina Dowex 50, forma OH,
a 02, hasta que se elimina el ifn de yoduro. Después de la
filtracifn de la resine, se adicionan 1,5 g de 4cido p-to- )
luensulfénico, se concentra la mezcla hasta 6 cc y se utili-
za- acetona para que precipite el tri-p~toluensulfonato de
SAM, que tiene caracteristicas enaliticas iguales a las ob-
tenidas en el ejemplo 1,

Por la investigacién blioquimica se sabe, desde .
hace afiog, que el SAM es el dnico donador especifico de me-
t1los en los organismos vivos paras las reacciones bioguimi-
cas de ti‘ansferencia del grupo CH3, gue son reacclones fun-
dementales en el metabolismo lipfdico, protfdico y gluoldi-

CcO.
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A ocontinuacién se exponen, a titulo de ejemplo, al—
gunas de las reacciones mas lmportantes de trensmitilacidn de-
pendientes de SAM.

a) N-transmitilecién: edenina, carnitina, carmosina,
creatina, 2,6~dismonopurina, adrenalina, guanina,
hordenina, N’-.nicotinamida, nicotina, fosfatidil-
eolina, ricinina;

b) O-transmetilacién: N-acetilserotonina, dopamina,
epinina, d-adrenalins, l-adrenalina, colesterol,
ergosterol, l-nor2drenalina, pectina, ubiquinona;

c) S-transmitilacibn: 2,3-dimercapiopropanol, S,
netionina, metilmercaptan, deido S-mercap‘l;opropiéni COo,

S-mercaptoetanol, tiopirimidina, tiouraeilo;
d) C-transmitilacién: citosina, +%imina,

Esto gignifica, con referencia particular al orga-
nismo humano, que el SAM actua en los procesos metabllicos
siguientes:

biosintesis de colina; biosintesis de fosfatidileolina; acti-
vidad de enzimas que requieren grupos SH, metabolismo de cate-
colaminas; metabolismo de aminas centroencefdlicas de bidgeno;
metabolismo de serotonina, metabolismo de histamina, metabo-
lismo de vitamina Bl2 y de dcido f6lico; metabolismo de cres-
tina; metabolismo de miosina; metabolismo de histonas; meta-
bolismo de RNA; metabolismo de DNA; metaholismo de substanciag
protéicas; metabolismo de ciertas hormonas de nticleo perhidro-
fenantrénico de ciclopentano, siendo las principales 1los es-
trégencs; metabolismo de los triglicéridos.

Asimismo se sabe, desde hace algln tiempo, que el
SAM, wna vez desmetilado por les enzimas metiltrensferdsicas,
Se transforma en la S-adenosilhomocisteina (S40) que es wn do-
nador indirecto de grupos hidrosulfidicos y, por tanto, fle-
ne wa importancia determin?nte en el metebolismo de 108 com.
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Puestos que requieren grupos SH para llevar & cabo su activi-
dad biolbgica, Entre &stos revisten particularmente importan-
cla ciertas bloenzimes y los deidos amino sulfurados.

4 su vez, la 8A0 se descarboxila en el organismo y
el producto descarboxilado constituye el principal donador =
del grupo aminopropilico, indispensable (segtin los mas recien-
‘tes conocimientos bioquimicos) para la biosintesis de la polie-
mina, '

El procedimiento se cataliza por medio de diversas
enzimas entre las que we especifica es la aminopropil-trans-

feragis.,

En resumen puede decirse gue se sabe que el SAM en
el organismo humano esté estrechamente relacionado con todas
lag reacciones bioquimicas de:

4 - transmetilacién (rendimiento especifico del grupo CH3)
B - trenssulfuracidén (rendimlento especifico del
grupo SH)
¢ - transeminopropilecién (rendimiento especifico del
grupo aminopropilico)

Ia recopilacién de estos conocimientos puede condu-
clr a suponer que el SAM posee clerta accién terapbutica en
el tratamiento de los datos patolégicos winculados con la ca-
rencia o, dicho de otro modo condiciones de deficiencia, en
el organismo de algunos de los muchos productos antes citados,

‘ Sin embargo, 12 extrema inestabilided del SAN y el
no poder disponer, hasta el presente, de alglm método para ha-
cerlo estable durante wn tiempo suficiente bajo condiciones
de ambiente normal he impedido que se sometiera este producto
a pruebas farmacolégicas o clinicas y, por tanto, se ha impo-
sibilitado el encontrarle algin uso prdoctico en el campo de
la terapéutica humana.
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Solo despuéds de la preparacién de la nueva sal de

SAM, segln el presente invento, (SAM-tri-p-toluensulfonato),
sal ésta que en la prdctica resulte estable por tiempo indefi-
nido a la temperaturas ambiente, ha sido posible 1lever a cabo
5. wn estudio sistemdtico farmacolégico y clinieco, que ha ocondu,.
cido al descubrimiento de la nueva sal de propiedades terapédu-
ticas completamente sorprendentes por swu calided e intensidad,

De la enorme cantidad de datos farmacolégicos y cli-
nicos recogidos para este nuevo producto se dan a continuacién
10. solo algunos glementos suficientes para indicar claramente a
los expertos en ol arte las caracteristicas esenciales del
nuevo producto y sus empleos principales en la terapéutica hu
mansg,,

IOXICIDAD -~ el tri-p~-toluensulfonato de SAM, segfn ol inven-
15 to, ha probado no producir, en absoluto, toxicidad asguda, o
xicidad crénica, intolerancia local o efectos secundarios,

B particular, la DI-50 en le rate y el ratbén es su-
perior a 5 g/ke.

Ias pruebas de tolerancia y toxicided orénica se eo-
o0, ZTectuaron con ratas de la raze Wister y Sprague-Dowley admi~
nistrdndoles, durante 12 meses, 2-10 mg/kg y dfa de producto:
al cabo del tratamiento los diversos 6rgancs y aparatos no
presentaron alteracién patolégica.

Los ensayos de teratogénesis se llevaron a cabo
25. con conejos y ratas: afm con la administracibn de dosis masi-
vas de SAM-tri-p-toluensulfonato, 10 veces, aproximedamente, -
la dosis terapbutica méxima, no se hallaron acclones teratogé-
nicas o deformaciln alguna en los embriones o el feto final,

Ia adicitn de dosis de heste 0,1-0,2 mg/cc de pro-
30.  dueto a cultivos sobrevivientes de limpoeitos humenos o célu~
las hepéticas de ratdén no produce alteracién alguna del fndi-

ce de deformecién de los elementos celulares.
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Iz administracifn intravenosa con dosis de hasta
20 mg/kg no produce en el conejo ninguna manifestacibn piro-
génica,

Ia administracién venosa en el congjo y el gato de

5. 40 mg/kg no causa ninguna alteracién de la presién carédtiada,

la frecuencia cardiace y respiratoria o la traze electrocar-
dlaca,

Ia tolersncia local de la inyeccibn intramuscular,
auin después de administraeciones repetides durante 15-20 dfas,
10, ¥ de la inyeccidn intravenosa en la vena marginal del pabe-
llon auricular, es excelente.

En el hombre, en sujetos jovenes, saludables y vo-
luntarios de ambos sexos sometidos a administracibn por el
método intravenoso rdpido o por pleboclisis de dosis de SAM-
tri~-p-toluensulfonato iguales a 10-500 mg/ (peso promedio
70 kg), el exemen simultdneo de la presién minima y mdxima,
del pulso y de la frecuencia respiratoria en 1,5,15,20,30,60
minutos y en 2,3,6,8,10,12,24 horas después del término de
la administracién no muestra ninguna variacién de los valo-

15,

20, Tred normales.

La traza electrocardiogrdfica no muestra ninguna
variacifn en el intérvalo PQ, en la seccibn ST, ni aparicién
algune de extrasistole u otras alteraciones & los 30", 17, 2°,
3',5%,10" y 20" después de la administracién.

25. En el aparato hemopoidtico y en le operecién hepd-
tica y renal no se produjeron variaciones que fueran esta-
disticamente destacables de 10 normal,

FARMACOIOGIA ~ Con el fin de determiner, de forma indicativa
y orientativa, como se distribuye el SAM-tri-p-toluensulfo-

neto en 1os tejidos se preparéd cierto producto marcado oon

30,
140 (45 u¢/milimol) en el metilo ¥y se administré a cobayos,

con dosis de 1luG/g a cobayos de 200 g.
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Al cavo de 15’ de le administracibn se observé una
marcada radioactividad, definible con exsctitud mediante téc-
nicas histoautorradiogrdficas, en el cerebro, en la médula es-
pinal, en el higado, en el pulmén, en los rifiones, en 1las su-
prarrenales, en la tiroides y en el tracto gastroenteritico.

Como consecuencie seo dedujo que la nueva sal cruza
facilmente 1a barrera hematoencefdlica y dona el grupo CHS )
los tejldos provistos con actividad trensferdsice de metilo,
Dicho de otro modo, se dedujo la capacldad del nuevo produc-
$0, segln el invento, para localizarlo electivemente en to-

dos los Orgenos provistos con sistemas metiltrensferdsicos,

Esto se confirmé con sucesivas pruehbas farmacold-
glecas,

Una serie completa de pruebas llevadas a cabo con
ratas han demostrado que 1los nuevos compuestos ejercen una no-
table acclén protectora y resolutiva de la esteatosis hepdti-
ca por diete hiperlipidica-hiperprotéica segfin Hendler, en
esteatosis por intoxicacién alcohblica aguda y por otros agen-
tes téxicos con la administrecién de sélo 10 mg/kg; desde el
punto de vista tanto morfohistoquimico como andlitico, la S~
adenosilmetionina inhibe le acunmulecién de los lipidos al ni-
vel hepatocitario,

B la hiperlipemia experimental en le rata, por
ejemplo con Triton S, el fri-p-toluensulfonato de SAM ha mos..
trado wna ectividad hipolipemizante que es muy notable y, en
relacién con la dosis utilizada, que fue de 190 mg/ks, consi-
derablemente mas intemnsa que otras substancias de actividad
hipolipemlzante.

En polluelos que Se hicieron heteroescleréticos con
dietas ricas en colesterol y fructosa, la administracién pa~
renteral del nuevo producto con dosis de 10 mg/kg redujo 18
colecterolemia y modificd favorablemente las lesiones halla-
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des en las comprobaciones de la oarta abdominal y tordcica
de 1o pequefios vasos de la base encefdlica.

Con respecto al metabolismo de los fosfolipidos se
halld; experimentalmente, wn aumento en la cantidad de fosfar
tidileolina en el tejido hepdtico de ratas oon esterosis des.
compensade, Se halld, asimismo, wn aumento distintivo de fos-
fatidileolina en las hemdticas de alfa-lipoproteins en les
elteraciones experimentales provocadas por las relaciones
beta/alfa lipoprotéicas.

Todas estas prusbas han mogtrado claramente un efec.
to curativo del SAM-tri-p-toluensulfonato en les alteracio-
nes del mebabolismo lipidico,

Otra serie de pruebas llevadas a cabo en la rata
han demostrado que la administracién de SAM-tri-p-toluensul-
fonato con dosis de 2 mg/kg induce a una acumulacién de las
reservas glicogénicas e nivel hepdtico y muscular, distingui-
bles mediente téenicas histoquimieas y determinaciones cuan-
titativas, En la diabetes experimental por aloxano se redujo
considerablemente la cantided de insulina necesaria pare vol-
ver a log valores glicémicos normales mediante la administra-
cién de SAM-tri-p-toluensulfonato en cantidades de 5 mg/ke.

Esta serie de pruebas ha demostrado une notable
accién positive del nuevo compuesto, segtin el invento, sobre
el metabolismo gluefdico.

Por dltimo, se trataron ratas afectadas de hipodis-
proteinemia, provocada experimentalmente, con cantidades de
10 mg/kg de SAM-tri-p-toluensulfonato. Se encontré que dicho
producto devuelve la normalidad & los valores de proteine-
wmia total, aumentando considerablemente la cota de alblmina
Y demostrando, por consiguiente, una elevada actividad pro~

telca anabolizante.
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Est0s y otras prugbes similares han demostrado el
poder curativo del nuevo producto en los desordenes del meta-
bolismo prétido,

PRUEBAS CLINICAS

Siguiendo las indicaciones obtenidas de las
pruebas farmacolbglcas, las pruebas clinicas se orientaron so-
bre les afecciones patoléglicas en dondes aparece lo que sigue
primltiveamente 0 secundariamente alterado;

1 ~ el metabolismo de los lipidos

2 - el metabolismo de los glicidos

3 - el metabolismo de los prétidos

4 -~ el metabolismo de las catecolaminas y las aminas
biogénicas.

1 - A partir de pruebas llevadas a cabo clinicamente sobre
cientos de sujetos utilizando dosis de SAM-tri-p-toluensulfo-
nato variables sobre wn intérvalo muy amplio, se encontrd que
el nuevo compuesto induce wna rdpide caida de los lipidos he-
pédticos en la hepatosteatosis de la mas variada patogénesis,
identificable mediante un exdmen bidptico repetido despuds

de terminar el ciclo de tratamiento y atn despuds de 60 dlas
después- de terminado el tratamiento.

Ia administracién del producto induce, asimismo, a
e noteble caida en los valores elevados de colesterolamia
total, de hipertrigliceridemia y normaliza las relaciones li-
poprotéicas alteraedas de beta/alfa y las relaciones pre-beta/
beta en los sujetos con hiperdislipidemic en la fase descom-
penseda,

Este actividad hipoocolesterolemizante e hipolipe-
mizente se verifica aln con dosis de wmos 5 a 10 mg y es pro-
porcional a la dosis.

Observaciones paralelas han mosirado, claramente,
que le activided hipocolesterolemizante e hipolipemlzante del
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nuevo producto se menifiesta también en sujetos que no res-
ponden 8l tratamiento oon los fdrmacos wtilizados habltual-
mente 0 & las restricoclones diatésicas,

En la arterioesclerosis clara con menifiestaciones
clinices de la esfera psicoafectiva, con turbomndsicos y cen-
troencefdlicos seoundarios (deterioracibn por encefalopatia
arterioesclerética) y fenbmenos de hipoxia cerebrai, le ad-
ministracién de tri-p-toluensulfonato de SAM por vie intra.
muscular o, en 02508 graves, por inyeccibn intravenosa 0 me-
diente fleboclisis lente, con dosis comprendidas entre 20 y
40 mg, he mostrado una modificacidn muy favorable de la sin-
tomatologia, En particular, en estados hipoxidéticos claros
fue muy rédpida y estadisticamente importante la recuperacién
de las funciones relacionadas con la vida de relaciones.

En los sindromes post-apopléctlcos se encontré una
mayor celeridad en la resolucibn del cuadro clinico, proba-
blemente vineculada a la actividad antitrombotbica desarrolla..
da por el SAM-tri-p-toluensulfonato tanto en las condiciones

de laboratoric como de vida.

Con respecto a la actividad antitrombétics, la in-
vestigaclén llevada a cabo bajo condiciones de lahoratorio
¥ de vida sobre una gran cantidad de material clinlco (plas-
ma rico en plaquetas) he mostrado claramente le actividad de
agregacidén de antiplaguetas desarrollade con dosis variables
del producte. 4si pues, por ejemplo, 0,8 mg del compuesto .
son suficientes pare inhibir de forms signifiocativa, 1la agre.
gacibn de plaguetas inducida por 40 micromoles de ADP, Ia
curva de agregacién de plequetas para 4 micromoles de ADP
se modifica considerablemente en el sentido de antiagrega-
cién introduciendo por fleboclisis 2 mg/ka.

Er le préctica el SAM;trinpntoluensylfonato ha
mogtrado una potente actividad terepdutica eng
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a) la prevencién y trataemiento de wrombosis vescular

(coronaria o cerebral);

b) 1la profilaxis de trombosis, especialmente en ciertos
tipos de operaciones quirfrgicas (especialmente
ginacolégicas y obstétricas).

2 -~ Ia administracién clinica a numerosos sujetos afecta-
dos de diabetes del SAM-tri-p-teluensulfonato asociado con_
pequefias dosis de insulina, en dosis de 5-10 mg por dfa, me.
diente inyeccibn intramuscular o intravenosa, ha inducido wn
marcado aumento en la actividad de la insuline y, por tanto,
une reduccifn en los valores hiperglicémicos y, especialmen.
te, un notable ahorro en las dosis de insulina.

3 = Se han tratado clinicamente cientos de sujetos afecta~
dos de: hipoprotidemias y disprotidemias secumdarias; hepa-
topatias persistentes o sgresivas; estados precirréticos o
cirréticos; sindromes de melabsorecidn, sindromes de disper— )
silén protidica., Ia administracidén de dosis variables compren~
didas entre 50 y 200 mg de SAM-+tri-p-toluensulfonato por dls
¥y mediante inyeccidén intramuscular o intravenose (segfn la
gravedad del caso) produjo un aumento estadisticamente signi-
ficativo en la protidemia total, un aumento en la cota de
elblmine y une tendencie a normalizar las relaciones porcen-
tuales alteradas de las fracciones electroforéticas del sue-
ro, Esta actividad protéica anabolizante ha sido seguida de
ua mejora, con frecuencia muy importente, de la sintomolo.
gla subjetiva y de las condiciones objetivas generales.,

4 —~ Ce hen obtenido resultados particularmente sorprenden-
tes en aplicaciones clinicas de la nueva sal enzimdbica se-
gin el invento en donde exlsten cuadros patolégicos clara-
mente relacionados con modificzciones en el intercambio de
aminas biogénicas, por ejemplos

a) cuadros patolbégicos de Indole neuropsiquidtrioca;
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b) enfermedad de Parkinson y pemukinsonismo de diversaes
enziopatogénesis; '
¢) Transtornos del ritmo suefio~insomnio,

Con respecto al punto a), una vasta causfstion clf.
nica llevada a cabo examinando el comportamiento clinico y_f
las pruehas de Hamilton y Witbtenberg, ha demostrado claramen.
te que lo administracién de dosis variables comprendidas_en;
tre 20 y 50 mg de SAM por dfa, durente wn periodo de 20-40
dfas, induce, excluyendo cualquier otra forma de terapia, u@a
remisibn significativa de los pardmetros principales, consi-
derados patognémicos para la diagnésis de las formas depresi
vas,

Con respecto el punto b), relativo al tratemiento
de la enfermedad de Parkinson y al parkinsonismo, éq\ha en-

contrado ques

1) Ie administrecién de SAM en 10-40 mg por dia, medidnte
inyeceibn por via intramuscular o intravenocsa (segfn la gra~
vedad del caso) en asociacién oon la terepéutica habitual
con Levodope, produce une mejore estadlsticamente mas signi-
ficativa en la acinesia y rigldez con respecto & la que tie-
ne lugar en pacientes tratados ‘nicamente con Levodopa. Se

encuentran, asimismo, favorables modificaciones en la exbten-
sibén del temblor de Parkinson, que no puede modificarse com

la Levopode sola,

2) Ia administracién de SAN-tri-p-toluensulfonato mejora
ostensiblemente los transtornos psiquicos esoclados con la
Levodopa, con relacién particuler & los estados depresivos
y manifestaciones psiquicas de tipo irritativo,

3) Ie administracién de SAM-tri-p-toluensulfonato con las
dosis antes indicadas, bloguea la sucesidn de efectos secun-
darios de la Levodopa de los diversos brganos y aparatos, con
perticular referencia a le nausea, el vémito, le inapetencia,
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la hipotensibn, la estemia, la cefaled, la hipersudoraoién
¥ el insopnioc.

Con respecto al punto o), o seé 1os transtornos del ritmo del
Suefio~insomio, con relacifn particular al insomio; el nue.
vo producto segln el invento es apto con wa dosis de 5-10

mg para mejorar considerablemente las relaciones alteradas

de suefio~-insomio induciendo un suefio fisiolégico sin recu~
rrir al uso de barbituratos u otras substancias de aceibn .
depresiva cortical y centroencefdlica,

De cuando se he resumido resultan evidentes las
numerosas perspectives inesperadas que descubre el nuevo fir.
maco en el campo de la terapéutica humana. Resumiendo puede
decirse que los campos de empleo ya investigados son: trata.
miento de hepatopias, hiperdislipidemias, arteriocesclerosis
generalizada o local, manifestaciones psigquiatricas de tipo
depresivo p de tipo neurolégico, mientras que gquedan todavia
muchos otros campos de aplicacidn que se han de examinar e
investigar,

El SAM-tri-p-toluensulfonato se administrae, de pre-
ferencia, por inyeceiln intremuseuwlar o intravenosa,

4 continuacidén se ofrecen algunas composiclones
farmacéuticas que se han esperimentado ampliamente.

Vieles liofilizados

SAN- tri-p-toluensulfonato 5 mg

i L 1] " 10 ©

0 0o 20 u

" noon 30 "’
Viales de disolvente intramuscular )
Para SAM-tri-p-toluensulfonato mg 5 10 20 30
Fosfato blebdico enhidro 8 16 32 48
FPosfato monosédico enhidro - - 0,7 1,3

HCL de lidocaina 10 10 20 20
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Agve apirbégens bidestilada o.n. cc 2 2 3 3

Viales de dlsolvente venoso

Para SAM-tri-p-toluensulfonato mg 5 10 20 30
Fosfato bisbédico anhidro 8 16 32 48
Fosfato monosédico anhidro 0,13 0,25 0,9 l,é
dgun videstilade epinrbgena cin. ec 2 2 3 3

Otras formas de administracién pueden ser:

&) Supositorios

b) Ifquidos para instilacién intranasal, ocular

o) Iiguidos para aplicacién de aerosol

d) Ifquidos para uso t6pico.

en las que el principio activo se diluye en los vehfculos

normales aceptables en farmacie (véase: Silvano Casadio "Tec-

nologia Farmaceutica' - Ed. It. Ed. Cisalpino - Milan - 1960).
Concluyendo puede decirse que las dosis terapéuti-

0as de SAM-tri-p-toluensulfonato estdn comprendidas entre 5

y 200 mg por dla, segin sea el tipo particular y la gravedad

de la afecclén tratada,

= =

[ 4

NOTA

Deserito ol objeto del presente invento, se
declaran nuevas Y de propia invencién las siguientes

reivindicaciones, con prioridad de la solic1tud de paten=

te italiana nn 27793-.4/72 del 2 de Agosto de 1972.



RETVINDICACTONES

1.~ Un procedimiento para preparar tri-p-—to-

luensulfonato de S-adenosil-~IL-metioning de la férmula,

Ni,

’ll H NE,

N 3 o

GH;CHFCH;CH;CHé—S—CH2~CHé-CH;COOH. 2 CH,-C HuESOEH

3764
10, . bu ba 3

0 H3-C6H4SO

3

congbituyente del principio activo en composiciones tarapéu—
ticas aptas para el tratamiento.de afecciones mérbida; en
que se altera el metabolismo, caracterizado porque se ﬁace
15. reacclonar deido p-toluensulfdnico con SAM contenidoféé'una
solucidn acuosa, en una relacion molar de acido p—toiﬁeﬁsulfé—
nico con respecto al SAM de 3 a 10, de preferencia 6{ pérque
se concentra la solucidn acuosa hasta un volumen reducido
¥y porque se preclpite la sal mediante la adicidn de un di-
20, solvente orgénico soluble en agua,
2.-Un procedimiento, de conformidad con la rei-
vindicacidn 1, caracterizado porque la solucidn acuosa se
concentra a la temperatura ambiente bajo vacio, o se liofiliza
hasta que alcanza un volumen de 2/20 a 4/20; de preferencia
25. 3/20, del volumen inicial.
3.~ Un procedimiento, de conformidad con la reivin-

dicacidn 1, caracterizado porque el disolvente organico so-
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luble en agua precipitante del producto de reaceidn se
elige del grupo constituido por alcohol metilico, alcohol
etilico, alcohol propilico, alcohol isopropilico, acetona
¥y metiletileetona,

4,~ Un procedimiento, de conformidad con la rei~
vindicacidn 1, ceracterizado porque la solucion acuosa que
contiene SAN se origina en una primera fase de la lisis de
células de levaduras enriquecida con SAM, con acetato etflico
o metilico a la temperaturs ambiente.

5.~ Un procedimiento, de conformidad con la rei-
vindicacion 4, caracterizado porque la solucion acuosa que
contiene SAM antes de su reaccidn se hace Sbsorber en una
columna que contiene una resina catidnica débil de forma
dcide,

6.-Un procedimiento, de conformidad con las reivin-
dicaciones 4 y 5, cacterizado porque el SAM se eluye selec~
tivamente de la columna intercambiadora con una solucidn
acuosa de dcido p-toluensulfdnico.

7.- Un procedimiento, de conformidad con la rei-
vindicacion 6, caracterizado porque se efectia un lavado
previo en una columna con agua y luego con acido acético
0,025 N,

8.~ Un procedimiento, de conformidad con la rei-
vindicacion 6, caracterizado porgue el exceso de acido
p-toluensulfiénico contenido en la solucion resultante se
neutraliza con una resina anicdnica fuerte o débil haste que

se obtiene una relacion molar de dcido/SAM de 3 a 10, de pro-

ferencia 6,
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9.~ Un procedimiento, de conformidad con las rei-

vindicaciones 4 y 5, caracterizado porque en una variante
del mismo el SAM se eluye selectivamente de la columna ine
tercambitdora mediente una solucidn acuosa de dcido fuerte
de preferencia acido clorhidrico o sulfurico,

10.- Un procedimiento, de conformidad con la rei-
vindicacidn 9, caracterizado porgue el eluato obtenido con
dcido clorhidrico o sulfurico se neutraliza con wna resina
anidnica de forma hidroxido y con una base aproPiada,‘sg fil-
tra y luego se trata con dcido p-toluensulfonico en vna -
cantidad tal que proporcione una relacién molar de écidé:a
SAM de 3 a 10, de preferencia 6. '

11.- Un procedimiento, de conformidad con lalrei-
vingicacion 9, cawacterizado porque opcionalmente el cldruro
o sulfato de SAM se precipita del eluato, se disuelve esta
sal en agua y se trata la soluci&yﬁﬁﬁfﬁiido p-toluensulfo-
nico en una cantidad tal que proporcione una relaoiéﬁ nolar
de dcido a SAM de 3 a 10 de preferencia 6. o

12.- Un procedimiento para preparar tri-p~toluen-
sulfonato de S~adenosil-L-metionina.

Segin se describe y reivindica en la presente me~
moria descriptiva que consta de 26 hojas foliadas y escri-

tas a miquina por una sola cara.

Madrid, a 3y JUL. 1373

p.a. JAIME ISERN

p— P-P\\\-‘::?

i

™ Firmodot JOSE F. NIETO
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